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Forord 
Alpharma AS henvendte seg i januar 2000 til NIVA for å få utført en 
økotoksikologisk karakterisering av avløpsvann fra fabrikken i Oslo. 
Program for undersøkelsen var foreslått av Statens Foruensningstilsyn 
(SFT). To ukeblandprøver av avløpsvannet ble sendt til NIVA for 
karakterisering. Undersøkelsen ble utført i mars 2000.  
 
Ved NIVA har Åse Gudmunsen Rogne og Torgunn Sætre utført analyser 
av bioakkumulerbare forbindelser, Randi Romstad og Torsten Källqvist 
har gjort toksisitetstester med hhv. Daphnia og alger. Tungmetallanalyser 
er utført ved NIVAs analyseseksjon og AOX-analyser ved Jordforsk, Ås. 
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Sammendrag 
En begrenset kjemisk og økotoksikologisk karakterisering av avløpsvann fra Alpharma AS i Oslo er 
utført i mars 2000. To ukeblandprøver (uke 8 og 9) ble analysert mht. tungmetaller og adsorberbart 
organisk halogen (AOX). Giftigheten ble undersøkt med toksisitetstester med alger (Selenastrum 
capricornutum) og vannlopper (Daphnia magna). Innholdet av organiske forbindelser med potensiale 
for bioakkumulering ble undersøkt med tynnsjikts-og gasskromatografi.  
 
Avløpsvannet hadde høyt innhold av sink (850 µg/l) men forholdsvis lave konsentrasjoner av andre 
tungmetaller. Det var også lite AOX (0.3-0.5 mg/l) i prøvene. Veksthemming av alger og 
immobilisering av Daphnia ble registrert i ufortynnet avløpsvann, men giftvirkningen kan likevel 
karakteriseres som lav. EC50-verdiene uttrykket som volumprosent avløpsvann var  55-69% for alger 
og 71-74% for Daphnia. Avløpsvannet hadde et høyt innhold av lett nedbrytbart organisk stoff som ga 
opphav til kraftig bakterievekst i toksisitetstestene.  Innholdet av organiske stoffer med potensiale for 
bioakkumulering var lavt. 
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Summary 
 
Title:  Chemical and ecotoxicological characterisation of wastewater from Alpharma AS 
Year:  2000 
Author: Torsten Källqvist 
Source: Norwegian Institute for Water Research, ISBN No.: ISBN 82-577-3844-1 
 
A chemical/ecotoxicological characterisation of the wastewater from a pharmaceutical industry in 
Oslo (Alpharma A) was performed in March 2000. Mixed samples of the composite wastewater, each 
representing one week, were collected during two consecutive weeks. The chemical characterisation 
included heavy metals (Zn, Cu, Cd, Cr, Ni, Hg, Pb) and adsorbable organic halogen (AOX). Toxicity 
tets were performed with algae (Selenastrum capricornutum) and Daphnia magna according to OECD 
Guidelines 201 and 202 (OECD 1981). Potentially bioaccumulative organic compounds were 
determined after extraction of the wastewater with heksane and fractionation with thin layer 
chromatography (TLC). Fractions representing different log Pow- ranges were quantified using gass 
chromatography with flame ionisation detector (GC/FID).  
 
The wastewater had a high content of zinc (850 µg/l), but rather low concentrations of other heavy 
metals. The AOX concentration was also low (0.3-0.5 mg/l). The undiluted wastewater caused 
inhibition of the growth of algae and total immobilisation of Daphnia, but the toxicity was 
characterised as low. EC50-values expressed as volume per cent of wastewater were 55-69% for algae 
and 71-74% for Daphnia.  The content of organic compounds with potential for bioaccumulation was 
low. 
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1. Program for karakteriseringen 
Prøvetakingen ble gjennomført av bedriften etter retningslinjer avtalt med SFT. Prøvene ble tatt ut 
fra totalavløpet som mengdeproporsjonale blandprøver over én uke. Det ble tatt to ukeblandprøver 
uke 8 og 9, 2000. Prøvene ble samlet i polyeten plastkanner og ble mottatt på NIVA 29.02 og 
07.03. Delprøver til analyse av bioakkumuleringspotensiale ble tatt ut og frosset ned. Prøver til 
toksisitetstester ble oppbevart i kjølerom inntil testene ble gjennomført. Prøver til kjemiske 
analyser ble konservert i henhold til analysemetodene. Tester/analyser som inngår i den 
kjemiske/økotoksikologiske karakteriseringen ble utført av NIVA og Jordforsk (AOX-analyser). 
 
1.1 Kjemisk karakterisering 
Følgende kjemiske analyser ble utført på ukeblandprøven: 
 
parameter betegnelse metode 
kadmium Cd atomabsorbsjon/grafittovn 
krom Cr atomabsorbsjon/grafittovn 
kobber Cu atomabsorbsjon/grafittovn 
Nikkel Ni atomabsorbsjon/grafittovn 
Bly Pb atomabsorbsjon/grafittovn 
Sink Zn ICP 
Kvikksølv Hg kalddampteknikk  
Adsorberbart organisk bundet halogen AOX ISO 9562 
 
 
1.2 Økotoksikologisk karakterisering 
Økotoksikologisk karakterisering av industriavløpsvann blir utført for å finne ut om de inneholder 
komponenter som kan ha miljøskadelige effekter. Avgjørende egenskaper i denne forbindelse er 
giftighet eller toksisitet, nedbrytbarhet og bioakkumuleringspotensial. Biologiske tester er utviklet 
for å undersøke disse egenskaper hos kjemikalier og sammensatte avløpsvann (Se f. eks. OECD 
Guidelines for Testing of Chemicals 1981).  
 
Ved karakterisering av avløpsvann er det vanlig å kombinere biologiske tester med en kjemisk 
karakterisering. Omfanget av test-og analyseprogrammet må vurderes i hvert enkelt tilfelle og er 
avhengig av type industri, utslippets størrelse og resipientforhold.  
 
1.2.1 Toksisitetstester 
Avløpsvannenes toksisitet ble undersøkt med to ulike testorganismer; alger og krepsdyr (dafnier). 
Testmetodene er de samme som blir brukt til klassifisering/merking av kjemikalier m.h.t. 
miljøfarlighet, og gir et grovt mål på stoffers generelle giftighet for vannlevende organismer.  
 
Toksisitetstestene utføres ved at testorganismene eksponeres for en konsentrasjonsserie av 
teststoffet (en kjemikalie eller et avløpsvann) fortynnet i et kontrollvann. Testorganismenes respons 
(f. eks. vekst eller dødelighet) blir så målt over en viss tid. Resultatene kan tegnes opp i et kon-
sentrasjon/responsdiagram, som viser hvordan gifteffekten endres med konsentrasjonen av 
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teststoffet. Fra responsdiagrammet kan den konsentrasjon som gir 50% effekt på den målte 
responsen avleses. Denne konsentrasjon betegnes LC50, hvis den målte respons er dødelighet 
(letalitet) eller EC50, hvis andre responser enn dødelighet, s.k. subletale responser blir undersøkt (f. 
eks. vekst). EC står her for "effect concentration". 
 
Analogt med LC50 og EC50 representerer LC10 og EC10 de konsentrasjoner som gir 10% dødelighet 
eller effekt på testorganismene.  
 
 Toksisitetstesten med ferskvannsalger ble utført i henhold til OECD Guideline 201 og ISO/DIS 
8692 "Algal growth inhibition test", med Selenastrum capricornutum som testorganisme. 
Avløpsvannet ble filtrert gjennom et glassfiberfilter (Wathman GF/C) og tilsatt 
næringssaltløsninger. En konsentrasjonsserie av prøven i et algevekstmedium ble podet  med aktivt 
voksende testalger fra en stamkultur og inkubert ved ca. 20 °C på et gyngebord med kontinuerlig 
belysning (ca. 70 µE m-2 s-1).  
 
Veksten i kulturene ble fulgt ved telling av algeceller etter 24, 48 og 72 timer med hjelp av en 
elektronisk partikkelteller (Coulter Multisizer). På grunn av interferens av bakterier ved telling av 
alger ble det også gjort målinger av algenes in-vivo fluorescens med en Cytofluor 2300. Fra 
vekstkurvene kan man se om veksten har vært hemmet i forhold til kontrollkulturene under noen 
del av eksponeringstiden. Algenes veksthastighet ble beregnet fra økningen i antall celler fra start 
til slutt (3 døgn). Veksthastighetene ved ulike konsentrasjoner av avløpsvannet ble tegnet opp i et 
konsentrasjon/responsdiagram. Fra dette ble EC50-verdien bestemt ved probit-analyse. 
 
Giftighetstesten med vannlopper (Daphnia magna) ble gjort i henhold til OECD Guideline 202 og 
ISO 6341 "Determination of the inhibition of the motility of Daphnia magna". Avløpsvannet ble 
først luftet i én time for å tilføre oksygen. Forsøksdyr som var mindre enn 24 timer gamle ble 
eksponert i en fortynningsserie av avløpsvannet.  Det ble benyttet tre enheter med 6-8 dyr for hver 
konsentrasjon. Testene ble utført i petriskåler med ca. 40 ml prøvevolum for å motvirke minkingen 
av oksygenkonsentrasjon i løsningene som følge av bakterievekst. 
 
Testen ble utført ved 20 oC. Etter 24 og 48 timer ble antall dyr som var døde, eller som ikke var i 
stand til å bevege seg registrert. EC50 -verdien for immobilisering ble bestemt fra konsentra-
sjon/responskurven.  
 
1.2.2 Bioakkumulerbarhet 
Kjemikaliers tendens til å oppkonsentreres eller akkumuleres i levende organismer kan undersøkes 
med s.k. bioakkumulerbarhetstester, hvor f. eks. fisk eksponeres til lave konsentrasjoner over lang tid 
og konsentrasjonsøkningen av kjemikaliet i fiskekjøttet undersøkes ved analyser. P.g.a. at 
bioakkumulerbarheten av organiske stoffer mest avhenger av stoffets fettløselighet (lipofilitet) har 
man imidlertid utviklet screening-metoder for undersøkelse av potensiell bioakkumulerbarhet, som er 
basert på undersøkelse av fasefordelingen mellom oktanol og vann (Pow). Pow-bestemmelse for rene 
kjemikalier blir som oftest utført med en kromatografisk metoder (HPLC).  
 
Screeningmetodene for potensiell bioakkumulerbarhet kan også brukes for karakterisering av 
avløpsvann, ved at mengden organisk stoff i ulike Pow-intervaller blir bestemt. Som potensielt 
bioakkumulerbart regnes stoffer med Pow >1000 (log Pow>3). 
 
Bioakkumulerbarhetstesten ble utført med en tynnsjiktskromatografisk metode. En delprøve av 
avløpsvannet ble ekstrahert med heksan. Heksanekstraktet ble satt av på en tynnsjiktsplate for 
separering av komponenter med forskjellig lipofilitet. Fra tynnsjiktsplaten ble fraksjoner 
tilsvarende ulike  Pow -intervaller skrapt av for kvantifisering med GC/FID-analyse. Pow-
intervallene blir identifisert m.h.a. referensestoff med kjente Pow-verdier. 
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2. Resultat 
2.1 Kjemiske analyser 
Tabell 1.  Resultat av kjemiske analyser av avløpsvann, ukeprøve 8 og 9. 
 
Parameter  uke 8 uke 9 
Cd µg/l 0.19 0.16 
Cr µg/l 3.6 7.3 
Cu µg/l 80 83 
Ni µg/l 8.5 14.3 
Pb µg/l 1.4 1.8 
Zn µg/l 850 - 
Hg µg/l <0.1 <0.1 
AOX mg/l 0.292 0.449 
 
 
2.2 Toksisitetstester 
Utførlige rapporter av testene med alger og Daphnia fins i vedlegg A. I testene med alger ble det 
observert begynnende veksthemming ved konsentrasjoner over 10% (uke 8) og 18% (uke 9). 
Hemmingen øket med konsentrasjonen av avløpsvann, men var ikke fullstendig i det ufortynnede 
avløpsvannet (100% konsentrasjon). I begge testene vokste algene imidlertid bare det første døgnet i 
ufortynnet avløpsvann. EC50-verdiene var 55% uke 8 og 69% uke 9. Det utviklet seg en kraftig vekst 
av bakterier i samtlige konsentrasjoner av avløpsvannene.  
 
Toksisitetstestene med Daphnia magna ble utført i petriskåler med stor overflate for å redusere 
problemet med lave oksygenkonsentrasjoner som følge av bakterievekst. Likevel var konsentrasjonen 
av løst oksygen nede i 2.4-2.5 mg/l etter 24 timer i de ufortynnede avløpsvannprøvene. Det ble ikke 
registrert dødelighet eller immobilisering opp til 56% konsentrasjon uke 8 og 32% konsentrasjon uke 
9. I det ufortynnede avløpsvannet ble samtlige forsøksdyr immobilisert allerede etter 24 timer. 
Oksygenkonsentrasjonen var over grenseverdien 2 mg/l i henhold til ISO-standarden og tyder på at 
dødeligheten ikke skyldes for lavt oksygeninnhold. EC50-verdien for immobilisering var 74 % uke 8 
og 71% uke 9. 
 
. 
Tabell 2. Resultat av toksisitetstester av avløpsvann, ukeprøve 8 og 9. EC-verdier for 10 og 50 % 
effekt er angitt som volumprosent avløpsvann 
 
uke 8 uke 9 Testorganisme 
EC50 EC10 EC50 EC10 
Selenastrum capricornutum 55 18 69 25 
Daphnia magna 74 60 71 56 
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2.3 Bioakkumuleringspotensiale 
Testerapporter fra analysene av potensielt bioakkumulerbare organiske forbindelser fins i vedlegg B. 
Resultatene er sammenstilt i Tabell 3. 
  
Tabell 3.  Total mengde organisk stoff i heksan-ekstrakt fra avløpsvann og etter fraksjonering på 
tynnsjiktsplate i ulike intervaller av Pow. 
Prøve Kons. før TLC 
fraksjonering 
(µg/l) 
Fraksjon 1 
applikasjons-
sone (µg/l) 
Fraksjon 2 
logPow>5.7 
(µg/l) 
Fraksjon 3 
3.8<logPow<5.7 
(µg/l) 
Fraksjon 4 
log Pow<3.8 
(µg/l) 
uke 8 1200 3.5 0.9 25 48 
uke 9 100 1.9 0.7 14 38 
 
 
3. Kommentarer 
De kjemiske analysene viser at innholdet av de fleste undersøkte tungmetaller er lave, men 
konsentrasjonen av Zn var høyt (850 µg/l). Prøven fra uke 9 ble ved en feiltagelse ikke analysert for 
sink, men de øvrige analysene tyder på at metallinnholdet i de to ukeprøvene var forholdsvis likt.  
Det ble påvist noe organisk bundet halogen (klor) i begge prøvene, men konsentrasjonene var lave. Til 
sammenlikning kan nevnes at det svenske Naturvårdsverket foreslår 1 mg/l som grenseverdi for 
vurdering av tiltak (Naturvårdsverket 1992).  
 
Toksisitetstestene viser at avløpsvannet hadde lav giftighet overfor både alger og Daphnia. I begge 
testene ble det observert en meget rask utvikling av bakterier i avlpsvannet, som viser at det 
inneholder mye lett nedbrytbart organisk materiale. Det kan ikke utelukkes at bakterieveksten kan ha 
bidratt noe til hemmingen av algenes vekst. I Daphnia-testen førte bakterieaktiviteten til høyt forbruk 
av oksygen, men likevel ikke så mye at dødeligheten av Daphnia i de ufortynnede prøvene skyldes for 
lave konsentrasjoner av løst oksygen.  
 
Konsentrasjonene av sink og kobber i avløpsvannet er høye nok til å forklare den observerte 
giftvirkningen på alger og Daphnia. For algene kunne man ventet en enda sterkere veksthemming, 
spesielt av sink, men det er trolig at metallenes biotilgjengelighet er redusert ved kompleksering til 
organisk stoff i avløpsvannet. 
 
Innholdet av organiske forbindelser med potensiale for bioakkumulering var lavt. Vanligvis regner 
man med at stoffer med log Pow >3 har potensiale for akkumulering i organismer. I testene ble det 
funnet mindre enn 1 µg/l i sonen med log Pow>5.7 og 14-25 µg/l i Pow-intervallet 3.8-5.7. Analysen er 
ikke helt kvantitativ, men resultatene viser likevel at konsentrasjonene er lave. Til sammenlikning kan 
nevnes at det svenske Naturvårdsverket, som har benyttet denne analysen i undersøkelser av 
avløpsvann fra kjemisk industri bruker 500 µg/l potensielt bioakkumulerbare stoffer som grenseverdi 
for vurdering av begrensningstiltak (Naturvårdsverket 1992). 
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